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Parameter  Tank‐matured  Pond‐matured  Sign. 
Egg weight (mg)  14.1 ± 0.55  15.88 ± 1.25  0.2639 
Moisture (mg/g wet wt)  682 ± 3  763 ± 10  0.0014 
Ash (mg/g wet wt)  5.77 ± 0.74  7.51 ± 0.47  0.1177 
Lipid (mg/g wet wt)  51.43 ± 3.12  35.42 ± 1  0.0081 
Protein (mg/g wet wt)  261 ± 6  194 ± 9  0.0039 
Dry matter (mg/g wet wt)  318 ± 3  237 ± 10  0.0014 
       
Ash (% dry wt)  1.82 ± 0.25  3.17 ± 0.25  0.0178 
Lipid (% dry wt)  16.17 ± 1.09  14.96 ± 0.49  0.3652 
Protein (% dry wt)  82.01 ± 1.3  81.87 ± 0.74  0.9307 
Protein ‐ lipid ratio  5.12 ± 0.4  5.49 ± 0.22  0.4723 
       
Magnesium (mg/kg)  180 ± 10  113.33 ± 8.82  0.0075 
Manganese (mg/kg)  0.21 ± 0.06  3.77 ± 0.82  0.0123 
Phosphorus (mg/kg)  2767 ± 167  1500 ± 100  0.0029 
Potassium (mg/kg)  164 ± 120  593 ± 109  0.057 
Selenium (mg/kg)  0.5 ± 0.01  0.31 ± 0.03  0.0035 
Zinc (mg/kg)  20.67 ± 2.19  9.5 ± 0.4  0.0074 
       
Alpha‐Carotene (μg/100g)  <5  <5   
Ascorbic acid (μg/100g)  <1.0  <1.0   









Fatty acid  Tank‐matured  Pond‐matured  Sign. 
14:0  7.92 ± 0.71  4.8 ± 0.32  0.016 
16:0  91.51 ± 4.06  88.47 ± 1.26  0.5146 
16:1n‐7  25.41 ± 1.54  17.83 ± 1.39  0.0218 
18:0  38.48 ± 0.11  49.7 ± 2.5  0.011 
18:1n‐9  99.3 ± 3.09  132 ± 0.66  0.0005 
18:1n‐7  22.69 ± 0.79  20.83 ± 0.76  0.1631 
18:2n‐6  26.67 ± 2.1  32.08 ± 0.36  0.0643 
18:3n‐6  1.7 ± 0.33  2.81 ± 0.19  0.042 
18:3n‐3  2.93 ± 0.13  4.75 ± 2.03  0.4205 
18:4n‐3  2.16 ± 0.16  0.91 ± 0.11  0.0031 
20:0  1.17 ± 0.03  0.9 ± 0  0.0013 
20:1n‐11  1.18 ± 0.48  1.29 ± 0.11  0.8411 
20:1n‐9  2.58 ± 0.28  3.51 ± 0.3  0.0878 
20:2n‐6  1.28 ± 0.07  2.03 ± 0.07  0.0019 
20:3n‐6  0.96 ± 0.02  4.01 ± 0.69  0.0116 
20:4n‐6  9.76 ± 0.37  23.08 ± 4.18  0.0336 
20:3n‐3  0.57 ± 0.03  1.17 ± 0.25  0.0725 
20:4n‐3  3.36 ± 0.13  2.1 ± 0.19  0.0054 
20:5n‐3  34.89 ± 2.05  11.57 ± 1.14  0.0006 
22:1n‐11  0.19 ± 0.01  0 ± 0  0.0002 
22:1n‐9  0.29 ± 0.05  0.32 ± 0.2  0.9153 
22:4n‐6  1.76 ± 0.09  4.89 ± 0.96  0.0311 
22:3n‐3  3.05 ± 0.01  3.11 ± 0.29  0.8568 
22:5n‐3  24.86 ± 1.18  15.87 ± 0.82  0.0033 
22:6n‐3  105 ± 4  68 ± 5  0.0053 
Total  509 ± 11  496 ± 7  0.364 
       
SFA  139 ± 3  144 ± 4  0.4001 
MUFA  152 ± 1  176 ± 2  0.0004 
PUFA  219 ± 7  176 ± 3  0.0062 
n‐6 PUFA  42.14 ± 2.8  68.92 ± 5.88  0.0147 
n‐6 LC‐PUFA  13.77 ± 0.52  34.02 ± 5.76  0.0248 
n‐3 PUFA  177 ± 5  107 ± 4  0.0005 
n‐3 LC‐PUFA  171 ± 5  102 ± 6  0.0009 
n‐3/n‐6 PUFA  4.21 ± 0.19  1.59 ± 0.2  0.0007 






























14:0  1.19 ± 0.04  0.91 ± 0.11  0.0656  3.05 ± 0.62  2.38 ± 0.45  0.4279  0.49 ± 0.12  0.73 ± 0.05  0.1413  1.94 ± 0.33  1.5 ± 0.41  0.4496 
14:1n‐5  0.03 ± 0.01  0.08 ± 0.02  0.0671  0.05 ± 0.03  0.08 ± 0  0.3965  0.14 ± 0.14  0.22 ± 0.12  0.6759  0.18 ± 0.09  0.14 ± 0.14  0.827 
16:0  21.85 ± 1.12  19.18 ± 1.34  0.2024  23.68 ± 1.02  25.15 ± 1.02  0.3669  3.95 ± 0.65  6.88 ± 1.2  0.098  17.73 ± 1.21  23.85 ± 2.38  0.0839 
16:1n‐7  2.26 ± 0.05  2.29 ± 0.26  0.9179  9.83 ± 1.35  7.94 ± 0.68  0.2816  9.12 ± 1.65  6.12 ± 0.19  0.1444  5.41 ± 0.72  2.92 ± 0.32  0.034 
18:0  10.21 ± 0.13  12.92 ± 1.32  0.1111  4.75 ± 0.21  5.06 ± 0.42  0.5425  2.64 ± 0.35  6.56 ± 2.27  0.1632  8.14 ± 1.76  13.49 ± 2.19  0.1294 
18:1n‐9  14.67 ± 0.56  20.72 ± 0.9  0.0047  27.57 ± 0.49  33.53 ± 1.99  0.0436  29.01 ± 2.29  33.98 ± 2.22  0.1938  13.47 ± 0.79  15.11 ± 2.07  0.4981 
18:1n‐7  4.56 ± 0.21  3.62 ± 0.18  0.0288  5.07 ± 0.23  4.68 ± 0.08  0.1776  3.93 ± 0.26  2.92 ± 0.68  0.2387  3.01 ± 0.12  3.43 ± 0.3  0.2571 
18:2n‐6  2.69 ± 0.36  6.39 ± 0.2  0.0009  7.29 ± 0.29  7.89 ± 0.19  0.1657  14.28 ± 0.84  12.89 ± 0.85  0.3089  5.21 ± 0.42  4.09 ± 1.01  0.3668 
18:3n‐6  0.27 ± 0.01  0.56 ± 0.03  0.0008  0.42 ± 0.02  0.7 ± 0.09  0.0395  0.62 ± 0.04  0.57 ± 0.03  0.4748  nd  0.13 ± 0.07   
18:3n‐3  0.24 ± 0.02  0.7 ± 0.19  0.0721  0.68 ± 0  1.27 ± 0.61  0.3932  2 ± 0.03  3.31 ± 1.18  0.3274  1.14 ± 0.16  0.76 ± 0.05  0.0814 
18:4n‐3  0.2 ± 0.01  0.72 ± 0.27  0.1241  0.54 ± 0.08  0.5 ± 0.2  0.8525  1.28 ± 0.12  1.66 ± 0.23  0.2142  0.47 ± 0.26  0.74 ± 0.24  0.4911 
20:0  0.16 ± 0.01  0.19 ± 0.04  0.5964  0.22 ± 0.02  0.18 ± 0.02  0.2378  0.23 ± 0.1  0.6 ± 0.12  0.0779  0.22 ± 0.11  0.21 ± 0.21  0.9684 
20:1n‐11  nd  0.34 ± 0.08    0.07 ± 0.04  0.28 ± 0.09  0.1008  0.58 ± 0.38  2.13 ± 0.56  0.0835  nd  nd   
20:1n‐9  0.58 ± 0.04  0.53 ± 0.02  0.3564  0.69 ± 0.1  0.69 ± 0.11  0.9788  0.97 ± 0.16  0.75 ± 0.29  0.557  3.3 ± 0.39  2.24 ± 0.77  0.285 
20:2n‐6  0.7 ± 0.05  1.45 ± 0.45  0.1779  0.6 ± 0.05  1.4 ± 0.56  0.2229  2.19 ± 0.23  4.16 ± 0.74  0.0656  8.22 ± 0.94  4.85 ± 0.82  0.054 
20:3n‐6  0.18 ± 0.01  0.99 ± 0.16  0.0072  0.18 ± 0.02  0.43 ± 0.04  0.0038  0.31 ± 0.06  0.79 ± 0.16  0.0527  0.25 ± 0.12  0.95 ± 0.01  0.0049 
20:4n‐6  2.55 ± 0.05  6.75 ± 1  0.0139  1.08 ± 0.09  1.71 ± 0.19  0.0412  1.75 ± 0.25  2.99 ± 0.42  0.0668  2.69 ± 0.17  2.5 ± 0.7  0.8068 
20:3n‐3  0.15 ± 0.02  0.22 ± 0.09  0.4743  0.14 ± 0.04  0.17 ± 0.02  0.4832  0.39 ± 0.05  0.69 ± 0.28  0.3504  1.68 ± 0.2  1.4 ±0.22  0.3962 
20:4n‐3  0.28 ± 0.01  0.31 ± 0.03  0.4514  0.43 ± 0.02  0.24 ± 0.03  0.0029  1.04 ± 0.1  0.67 ± 0.28  0.2802  0.26 ± 0.26  1.03 ± 0.43  0.1985 
20:5n‐3  9.72 ± 0.77  3.43 ± 0.45  0.0021  2.48 ± 0.13  0.78 ± 0.11  0.0006  9.88 ± 1.65  2.91 ± 0.5  0.0155  5.32 ± 0.55  1.45 ± 0.62  0.0095 
22:0  0.06 ± 0.01  nd    nd  nd    nd  nd    nd  0.25 ± 0.25   
22:1n‐11  0.11 ± 0.01  0.18 ± 0.04  0.1661  0.08 ± 0.02  0.03 ± 0.02  0.0928  0.23 ± 0.13  nd    nd  0.33 ± 0.22   
22:1n‐9  0.12 ± 0  0.19 ± 0.02  0.0253  0.04 ± 0.03  0.06 ± 0.05  0.7633  0.44 ± 0.24  1.42 ± 1.42  0.533  6.46 ± 1.07  2.57 ± 0.43  0.028 
22:2n‐6  0.02 ± 0.01  nd    0.01 ± 0.01  nd    nd  nd    0.09 ± 0.09  0.08 ± 0.08  0.9032 
22:4n‐6  0.23 ± 0.01  0.72 ± 0.18  0.0491  0.08 ± 0.01  0.16 ± 0.04  0.1629  0.09 ± 0.06  nd    nd  0.23 ± 0.23   
22:3n‐3  0.13 ± 0.02  0.43 ± 0.19  0.199  0.21 ± 0.05  0.25 ± 0.07  0.7287  0.6 ± 0.2  1.36 ± 0.31  0.1098  4.47 ± 0.85  5.88 ± 3.35  0.7047 
22:5n‐3  4.03 ± 0.07  2.41 ± 0.25  0.0031  2.39 ± 0.53  1.13 ± 0.15  0.0819  3.75 ± 0.97  1.07 ± 0.21  0.0536  2.27 ± 0.21  2.26 ± 0.72  0.996 

















Histidine   44 ± 6.93  24 ± 2.31  0.052    8 ± 0.1  5.8 ± 0.2  0.0006 
Asparagine   5.67 ± 1.2  1.33 ± 0.33  0.0255         
Serine   3.33 ± 1.33  131 ± 2  <0.0001    13 ± 0.06  8.67 ± 0.42  0.0005 
Glutamine   2.67 ± 0.88  8.67 ± 3.18  0.1432         
Arginine   8  ± 2.31  29.33 ± 9.13  0.0863    15.67 ± 0.13  10.57 ± 0.57  0.0009 
Glycine   46  ± 8  53.33 ± 7.45  0.539    5.47 ± 0.03  3.7 ± 0.2  0.001 
Aspartic acid   6 ± 1.53  82 ± 4.51  <0.0001    17.8 ± 0.21  12.43 ± 0.64  0.0014 
Glutamic acid   112 ± 3  129 ± 5  0.0337    27.43 ± 0.27  19.9 ± 0.85  0.0011 
Threonine   11.33 ± 2.85  47.33 ± 5.81  0.0051    11.63 ± 0.07  8 ± 0.4  0.0009 
Alanine   215 ± 7  162 ± 4  0.0024    16.93 ± 0.12  11.7 ± 0.7  0.0018 
Proline   72.67 ± 2.33  55.33 ± 1.76  0.0041    12.6 ± 0.21  9.8 ± 0.21  0.0007 
Cysteine   8 ± 1.53  9.67 ± 1.67  0.5019    2.7 ± 0.32  1.67 ± 0.09  0.0362 
Lysine   153 ± 7  120 ± 6  0.026    19.67 ± 0.19  13.37 ± 0.72  0.0011 
Tyrosine   20.33 ± 3.93  7 ± 1  0.0303    9.27 ± 0.07  6.6 ± 0.25  0.0005 
Methionine   90.67 ± 3.76  57 ± 2.31  0.0016    6.63 ± 0.03  4.53 ± 0.23  0.0009 
Valine   144 ± 5  117 ± 2  0.0099    15.3 ± 0.12  10.77 ± 0.47  0.0007 
Isoleucine   151 ± 9  103 ± 1  0.0057    14.07 ± 0.13  9.67 ± 0.57  0.0016 
Leucine   310 ± 16  185 ± 6  0.002    22.97 ± 0.19  16 ± 0.85  0.0013 
Phenylalanine   117 ± 5  71 ± 4  0.0017    8.5 ± 0.06  5.87 ± 0.27  0.0006 
Tryptophan   21.33 ± 0.67  24 ± 2.08  0.2895    2.53 ± 0.03  1.7 ± 0.06  0.0002 






Parameter    Range  Mean ± s.e. 
Oocytes pre‐injection  S6 diameter (mm)  2.22–3.3  2.86 ± 0.009 
  S6 proportion of sample  0–1  0.51 ± 0.02 
  S5 diameter (mm)  1.27–2.26  1.72 ± 0.05 
  S5 proportion of sample  0–1  0.2 ± 0.01 
  Resorbing oocyte diameter (mm)  2.78–4.06  3.49 ± 0.1 
  Resorbing proportion of sample  0–1  0.31 ± 0.02 
       
Ovulated oocytes   Diameter (mm)  2.42–3.56  3.03 ± 0.01 
  Proportion coalesced  0.07–1  0.51 ± 0.02 
  Proportion with cloudy/dirt mark  0–0.64  0.14 ± 0.02 
       
Stripped eggs   Volume (mL)  3–425  141 ± 5 
  Number  150–26,576  8,790 ± 302 
  Relative fecundity (eggs/kg)  19–4,920  1,986 ± 53 









       
Fertilisation rate (%)    0–99.6  36.4 ± 2.3 
Hatch rate (%)    0–99.97  8.68 ± 1.15 
Hatched larvae (mmTL)    6.4–10.5  8.78 ± 0.04 
Latency (h)    45–57.8  49.6 ± 0.1 














































































































































































Parameter  Mean ± s.e.  Range  No. observations 
       
Sperm density (cells/μL x 106)  61.22 ± 6.02  3.7–462.12  102 
Volume of milt used to fertilise eggs (mL)  1.47 ± 0.1  0.1–5.2  150 
       
Sperm to egg (sperm x 106/egg)  29.6 ± 8.5  2.5 – 172.5  20 
       
Subjective measures       
  Milt Volume  1.91 ± 0.09  0–3  102 
  Sperm Consistency  2.46 ± 0.06  1–4  94 
  Sperm Activity  2.4 ± 0.11  0–4  65 
       
CASA measures       
  Motility (%)  58.96 ± 3.37  0–100  107 
  VCL  102.6 ± 4.96  35.50–191.2  92 
  VAP  49.29 ± 1.26  25.9–77.0  92 
  VSL  28.93 ± 2.52  5.0–122.1  92 
  LIN  0.54 ± 0.04  0.12–2.31  92 
  WOB  0.55 ± 0.02  0.34–0.98  92 
  PROG  158.6 ± 7.31  40.7–373.0  92 


































































































































Time (seconds post activation)































Parameter  Pre‐injection  Post‐injection  Sign 
    2 days  4 days  7 days   
Density (cells/μL x 106)  62.79 ± 10.62a  20.45 ± 3.27b  59.16 ± 36.98ab  58.5 ± 12.62ab  0.0188 
Motility (%)  54.42 ± 8.98  54.72 ± 10.15  73.74 ± 7.39  45.83 ± 14.05  0.7169 
VCL  75.49 ± 12.4  59 ± 11.8  56.89 ± 2.74  76.24 ± 16.91  0.7652 
VAP  43.16 ± 3.3  37.63 ± 2.96  41.43 ± 2.25  42.33 ± 3.78  0.6966 
VSL  14.82 ± 2.87  12.46 ± 3.15  9.06 ± 1.44  22.85 ± 11.78  0.5735 
LIN  0.32 ± 0.04  0.32 ± 0.06  0.22 ± 0.05  0.48 ± 0.21  0.5204 
WOB  0.65 ± 0.04  0.72 ± 0.06  0.73 ± 0.07  0.63 ± 0.07  0.6821 
PROG  109.24 ± 15.02  102.31 ± 14.99  84.11 ± 3.72  139.1 ± 28.49  0.5299 

















Parameter  Pre‐injection  Post‐injection  Sign 
    2 days  4 days  7 days   
Motility (%)  3.17 ± 1.28  7.56 ± 2.35  21.39 ± 8.93  13.73 ± 5.19  0.0479 
VCL  93.37 ± 23.08  58.48 ± 1.96  62.59 ± 6.32  76.02 ± 16.63  0.2518 
VAP  49.92 ± 7.06  40.37 ± 1.8  51.1 ± 7.54  47.01 ± 4.37  0.3242 
VSL  34.8 ± 12.02  13.46 ± 1.04  17.63 ± 4.16  14.93 ± 2.87  0.0857 
LIN  0.61 ± 0.17  0.34 ± 0.03  0.34 ± 0.03  0.31 ± 0.03  0.0827 
WOB  0.61 ± 0.13  0.69 ± 0.02  0.81 ± 0.05  0.67 ± 0.07  0.4604 
PROG  154.43 ± 55.35  83.78 ± 7.87  96.64 ± 1.62  118.47 ± 37.2  0.393 
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    DU  Rid  Sign. 
Broodstock SGR (%/day)  Female  0.04 ± 0.004  0.04 ± 0.004  0.9712 
  Male  0.03 ± 0.01  0.02 ± 0.01  0.5873 
Broodstock Condition  Female  1.87 ± 0.03  1.72 ± 0.02  0.0256 
  Male  1.82 ± 0.02  1.73 ± 0.03  0.2595 
         
Oocytes (pre‐injection)  S5 prop. of sample  0.19 ± 0.03  0.16 ± 0.02  0.4125 
  S6 prop. of sample  0.7 ± 0.05  0.47 ± 0.04  0.0038 
  S6 min diameter (mm)  2.77 ± 0.02  2.73 ± 0.03  0.3288 
  S6 max diameter (mm)  3.02 ± 0.03  3.0 ± 0.02  0.4988 
  S6 diameter  2.87 ± 0.01  2.85 ± 0.02  0.5312 
  S6 diameter range (mm)  0.25 ± 0.02  0.28 ± 0.03  0.5225 
  Resorbing prop. of sample  0.17 ± 0.04  0.39 ± 0.04  0.0004 
         
Sperm characteristics  Density (cell/μL x 106)  69.3 ± 13.5  78.3 ± 15.5  0.6716 
  Motility (%)  55.6 ± 7.3  58.4 ± 6.21  0.7641 
  VCL  137.1 ± 4.97  138.75  ± 5.4  0.83 
  VAP  56.81 ± 1.4  58.09 ± 1.71  0.5849 
  VSL  40.33 ± 5.16  43.99 ± 4.93  0.6161 
  LIN  0.7 ± 0.08  0.75 ± 0.08  0.6722 
  WOB  0.42 ± 0.01  0.43 ± 0.02  0.667 
  PROG  198.86 ± 8.82  219.28 ± 8.71  0.1135 
  BCF  10.41 ± 0.31  11.33 ± 0.39  0.0861 
Prop. females injected  0.75 ± 0.09  0.61 ± 0.02  0.2307 
Prop. injected females that ovulated  0.93 ± 0.04  0.86 ± 0.0  0.2 
Prop. Males running ripe  0.82 ± 0.04  0.68 ± 0.04  0.0319 
         
Stripped eggs  Diameter (mm)  3.11 ± 0.01  3.03 ± 0.01  0.0043 
  Prop. coalesced  0.5 ± 0.03  0.4 ± 0.03  0.0980 
  Prop. with cloudy/dirt mark  0.18 ± 0.03  0.08 ± 0.03  0.0023 
  Relative fecundity (eggs/kg)  2,356 ± 160  1,685 ± 205  0.0838 
         
Water‐hardened eggs (diameter mm)  3.24 ± 0.01  3.18 ± 0.02  0.1756 
         
Fertilisation rate (%)    37.9 ± 5.6  61.6 ± 6.4  0.0747 
Hatch rate (%)    4.8 ± 2.3  12.3 ± 4.5  0.0599 
Hatched larvae (mmTL)  8.24 ± 0.07  8.53 ± 0.05  0.2698 



















DU  Rid  Sign.    DU  Rid  Sign. 
Moisture (% wet wt)  8.62 ± 0.52  6.24 ± 0.16  0.0482    67.3 ± 0.59  72.4 ± 2.1  0.1040 
Ash (% dry wt)  10.62 ± 0.07  9.57 ± 0.03  0.0047    1.86 ± 0.24  2.43 ± 0.20  0.1948 
Lipid (% dry wt)  14.58 ± 2.45  18.89 ±0.29  0.2226    18.2 ± 0.6  22.0 ± 1.3  0.0650 
Protein (% dry wt)  53.0 ± 1.5  48.2 ± 0.4  0.0925    80.0 ± 0.6  75.6 ± 2.10  0.0469 
Protein ‐ lipid ratio  3.76 ± 0.73  2.55 ± 0.06  0.2440    4.44 ± 0.17  3.48 ± 0.40  0.0601 
               
Magnesium (mg/kg)   1600 ± 0  1700 ± 0  <.0001    193 ± 21  185 ± 15  0.833 
Manganese (mg/kg)   39 ± 1  41 ± 13  0.8922 
 
0.17 ± 0.01  0.26 ± 0.05  0.0689 
Phosphorus (mg/kg)   15,000 ± 0  13,000 ± 0  <.0001 
 
2400 ± 168  2400 ± 200  1 
Potassium (mg/kg)   5450 ± 50  8950 ± 150  0.002 
 
19 ± 4.93  525 ± 365  0.1599 
Selenium (mg/kg)   1.75 ± 0.05  0.93 ± 0.02  0.0043 
 
0.5 ± 0.04  0.32 ± 0.01  0.0548 












DU  Rid  Sign.    DU  Rid  Sign. 
12:0  0.53 ± 0.01  0.78 ± 0.01  0.0032    0.07 ± 0.01  0.07 ± 0  0.8878 
14:0  20.99 ± 0.98  19.8 ± 0.26  0.3603    5.77 ± 0.29  4.98 ± 0.49  0.2087 
14:1n‐5  1.2 ± 0.05  1.39 ± 0.04  0.1160    0.24 ± 0.03  0.18 ± 0.01  0.1895 
15:0  2.16 ± 0.12  1.99 ± 0.06  0.3327    1.95 ± 0.07  1.73 ± 0.06  0.1248 
15:1n‐5  0.12 ± 0.07  0.07 ± 0.02  0.5762    0.01 ± 0.01  0 ± 0  0.5415 
16:0  149.79 ± 0.83  135.44 ± 24.58  0.6187    89.19 ± 1.08  85.25 ± 6.24  0.3962 
16:1n‐7  38.84 ± 0.84  40.43 ± 0.28  0.2150    25.41 ± 0.87  18.68 ± 0.42  0.0072 
17:0  3.05 ± 0.57  2.71 ± 0.08  0.6122    1.48 ± 0.09  1.5 ± 0.23  0.9380 
17:1n‐7  0.34 ± 0.04  0.29 ± 0.01  0.3419    0.11 ± 0.02  0.11 ± 0.01  0.9740 
18:0  30.51 ± 10.23  48.7 ± 1.26  0.2197    27.5 ± 10.74  45.21 ± 3.38  0.3366 
18:1n‐9t  1.52 ± 0.9  0.54 ± 0.02  0.2880    6.93 ± 6.77  0.06 ± 0.06  0.5356 
18:1n‐9  202.52 ± 10.56  231.64 ± 3.32  0.1192    135.08 ± 5.13  132.31 ± 3.08  0.7445 
18:1n‐7  17.62 ± 0.01  16.66 ± 0.21  0.0467    24.34 ± 0.95  16.85 ± 0.3  0.0064 
18:2n‐6t  0.8 ± 0.08  0.78 ± 0.02  0.8182    0.76 ± 0.03  0.59 ± 0.02  0.0236 
18:2n‐6  71.73 ± 1.85  95.05 ± 2.44  0.0168    38.61 ± 1.91  49.79 ± 0.47  0.0177 
18:3n‐6  1.09 ± 0.13  0.89 ± 0.01  0.2558    1.7 ± 0.16  2.36 ± 0.16  0.0618 
18:3n‐3  11.02 ± 0.21  12.67 ± 0.36  0.0586    8.54 ± 0.22  8.06 ± 0.63  0.3907 
18:4n‐3  4.64 ± 0  4.31 ± 0.05  0.0222    1.19 ± 0.1  1.09 ± 0  0.5517 
20:0  1.27 ± 0.16  1.46 ± 0.04  0.3759    1.21 ± 0.05  1 ± 0  0.0497 
20:1n‐11  1.05 ± 0.32  0.75 ± 0.03  0.4496    0.63 ± 0.06  0.63 ± 0.03  0.9702 
20:1n‐9  2.32 ± 1.69  3.61 ± 0.04  0.5251    0.74 ± 0.53  0.22 ± 0.01  0.5483 
20:2n‐6  1.23 ± 0.13  0.98 ± 0.02  0.1977    1.91 ± 0.09  2.09 ± 0.11  0.3126 
20:3n‐6  1.01 ± 0.07  0.85 ± 0.03  0.1704    1.49 ± 0.08  2.06 ± 0.37  0.0887 
20:4n‐6  4.83 ± 0.15  3.17 ± 0.07  0.0093    7.16 ± 0.24  6.89 ± 0.31  0.5329 
20:3n‐3  0.48 ± 0.05  0.33 ± 0.01  0.0987    1.09 ± 0.03  0.94 ± 0.07  0.0624 
20:4n‐3  1.93 ± 0.22  1.55 ± 0.02  0.2229    1.61 ± 0.08  1.63 ± 0.02  0.8697 
20:5n‐3  35 ± 1.58  29.79 ± 0.08  0.0811    18.24 ± 0.87  19.67 ± 0.27  0.3359 
22:0  1.18 ± 0.26  1.1 ± 0.06  0.8016    0.14 ± 0.01  0.18 ± 0.05  0.3377 
22:1n‐11  0.95 ± 0.95  0.47 ± 0.47  0.6950    0.05 ± 0.03  0 ± 0  0.3400 
22:1n‐9  1.44 ± 0.85  1.53 ± 0.28  0.9286    0.21 ± 0.01  0.22 ± 0.01  0.5012 
22:2n‐6  0.15 ± 0.15  0.2 ± 0.07  0.8089    0.18 ± 0.01  0.15 ± 0.01  0.0171 
22:4n‐6  1.17 ± 0.43  0.67 ± 0.06  0.3642    1.34 ± 0.08  1.14 ± 0.07  0.1976 
22:5n‐3  6.7 ± 0.43  4.77 ± 0.04  0.0466    17.21 ± 0.37  17.23 ± 0.19  0.9673 
22:5n‐6  1.76 ± 0.39  0.81 ± 0.02  0.1355    0.15 ± 0.01  1.21 ± 1.04  0.1687 
22:6n‐3  38.32 ± 2.89  16.41 ± 0.23  0.0170    124.58 ± 4.26  101.31 ± 1.76  0.0229 
24:0  0.18 ± 0.18  0.21 ± 0.21  0.9235    0.51 ± 0.04  0.4 ± 0.02  0.1814 







DU  Rid  Sign.    DU  Rid  Sign. 
               
Total  660.52 ± 17.75  684.21 ± 33.95  0.5994    549.28 ± 16.1  527.18 ± 14.66  0.4394 
               
SFA  209.71 ± 9.22  212.44 ± 26.55  0.9313    127.81 ± 10.9  140.32 ± 10.36  0.5152 
MUFA  268.98 ± 12.88  298.58 ± 4.13  0.1600    195.74 ± 12.52  170.67 ± 3.18  0.2549 
PUFA  181.84 ± 4.34  173.19 ± 3.27  0.2520    225.73 ± 7.84  216.19 ± 1.13  0.4632 
n‐6 PUFA  83.76 ± 0.62  103.38 ± 2.48  0.0165    53.28 ± 2.52  66.27 ± 0.49  0.0266 
n‐6 LC‐PUFA  10.15 ± 1.02  6.67 ± 0.01  0.0760    12.22 ± 0.47  13.54 ± 0.17  0.1359 
n‐3 PUFA  98.09 ± 4.96  69.81 ± 0.79  0.0301    172.45 ± 5.33  149.92 ± 0.64  0.0480 
n‐3 LC‐PUFA  82.43 ± 5.16  52.84 ± 0.38  0.0293    162.72 ± 5.05  140.77 ± 1.27  0.0448 
n‐3/n‐6 PUFA  1.17 ± 0.07  0.68 ± 0.01  0.0195    3.25 ± 0.06  2.26 ± 0.01  0.003 

















Free Amino acids* (mg/g)  Quantitative Amino acids** (mg/g)     Free Amino acids* (mg/g)  Quantitative Amino acids** (mg/g) Amino acid 
DU  Rid  Sign.  DU  Rid  Sign.    DU  Rid  Sign.  DU  Rid  Sign. 
Histidine  3.21 ± 0.01  0.83 ± 0.02  0.0001  13.15 ± 0.05  13.35 ± 0.05  0.1056    0.01 ± 0.003  0.03±0.002  0.0155  8.45 ± 0.21  8.1 ± 0.2  0.3592 
Taurine  2.78 ± 0.03  0.69 ± 0.01  0.0002            0.009         
Asparagine    0.29 ± 0.004            0.01  0.03         
Serine  0.11 ± 0  0.1 ± 0.002  0.0065  15.9 ± 0  16.45 ± 0.3  0.1588    0.01 ± 0.003  0.01±0.008  0.9204  13.38 ± 0.42  12.95 ± 0.25  0.5454 
Glutamine  0.06 ± 0  0.05 ± 0  <0.0001          0.004 ± 0.002  0.003±0.002  0.877       
Arginine  0.39 ± 0.01  1.51 ± 0.03  0.0008  22.75 ± 0.05  24.75 ± 0.05  0.0012    0.03 ± 0.01  0.02±0.006  0.5558  15.13 ± 0.47  15.45 ± 0.55  0.6978 
Glycine  0.19 ± 0.001  0.14 ± 0.001  0.0006  19.6 ± 0  20.65 ± 0.2  0.0198    0.01 ± 0.004  0.05±0  0.0039  5.75 ± 0.19  5.45 ± 0.15  0.3624 
Aspartic acid  0.1 ± 0.002  0.35 ± 0.003  0.0002  32.5 ± 0.2  36 ± 0.4  0.0159    0.02 ± 0.005  0.02±0.01  0.9403  19.43 ± 0.57  18.45 ± 0.15  0.3185 
Glutamic acid  0.41 ± 0.003  0.74 ± 0.005  0.0003  67 ± 0.1  49.7 ± 0.2  0.0002    0.05 ± 0.01  0.09±0.05  0.3139  29.58 ± 0.81  28 ± 0.4  0.2745 
Threonine  0.15 ± 0.001  0.1 ±  0.002  0.0035  15.95 ± 0.05  14.7 ± 0  0.0016    0.01 ± 0.005  0.05±0.02  0.0607  12.08 ± 0.36  11.6 ± 0.2  0.4435 
Alanine  0.69 ± 0.004  0.42 ±0  0.0003  20.15 ± 0.05  20.7 ± 0.2  0.1165    0.04 ± 0.008  0.07±0.02  0.0708  17.23 ± 0.54  16.5 ± 0.3  0.4325 
Proline  0.17 ± 0.001  0.17 ± 0.002  0.5918  21.3 ± 0.1  18.35 ± 0.4  0.0149    0.01 ± 0.003  0.01±0.008  0.8664  14.03 ± 0.35  12.9 ± 0.5  0.1361 
Ornithine  0.06 ± 0.001  0.03 ± 0  0.0003          0.02 ± 0.002  0.04±0.005  0.0432  2.6 ± 0.1    0.2533 
Cysteine        3.75 ± 0.05  3.2 ± 0.1  0.0389            2.4 ± 0   
Cystine                0.002  ± 0  0.01±0.006  0.047       
Lysine  0.35 ± 0.003  0.36 ± 0.001  0.1083  28.6 ± 0  27.15 ± 0.05  0.0012    0.12 ± 0.05  0.23±0.04  0.2292  20.38 ± 0.63  19.7 ± 0.3  0.5228 
Tyrosine  0.15 ± 0.002  0.14 ± 0.003  0.0316  11.4 ± 0  9.4 ± 0.4  0.0377    0.02 ± 0.005  0.05±0.02  0.0566  9.25 ± 0.25  8.75 ± 0.35  0.3156 
Methionine  0.31 ± 0.003  1.77 ± 0.05  0.001  11 ± 0  6.8 ± 0.1  0.0006    0.09 ± 0.03  0.24±0.13  0.2083  6.83 ± 0.2  6.55 ± 0.15  0.4332 
Valine  0.25 ± 0.003  0.18 ± 0.003  0.0029  20.3 ± 0.1  21.9 ± 0.2  0.019    0.03 ± 0.01  0.15±0.01  0.0026  16.58 ± 0.48  15.85 ± 0.35  0.3865 
Isoleucine  0.17 ± 0.001  0.13 ± 0.003  0.0046  17 ± 0.1  12.2 ± 0.1  0.0009    0.03 ±  0.009  0.13±0.01  0.0032  14.4 ± 0.43  13.8 ± 0.3  0.4216 
Leucine  0.35 ± 0.002  0.24 ± 0.01  0.0051  29.4 ± 0.1  31.75 ± 0.05  0.0023    0.05 ± 0.02  0.18±0.04  0.0185  23.4 ± 0.7  22.45 ± 0.45  0.4289 
Phenylalanine  0.17 ± 0.002  0.15 ± 0.003  0.0342  17.55 ± 0.05  19.2 ± 0.1  0.0046    0.02 ± 0.006  0.07±0.02  0.0344  8.68 ± 0.26  8.25 ± 0.25  0.3669 
Tryptophan  0.06 ± 0.001  0.07 ± 0.001  0.0342  4.4 ± 0.3  4.2 ± 0.4  0.7278    0.01 ± 0.003  0.02±0.002  0.0477  2.45 ± 0.13  2.4 ±0.2  0.8407 













Broodstock SGR (%/day)  ‐ Female  ‐0.03 ± 0.06  0.04 ± 0  0.2916 
Broodstock Condition  ‐ Female  1.84 ± 0.04  1.78 ± 0.02  0.7157 
         
Oocytes (pre‐injection)  S5 prop. of sample  0.32 ± 0.07  0.17 ± 0.02  0.0595 
  S6 prop. of sample  0.35 ± 0.08  0.57 ± 0.03  0.3583 
  S6 min diameter (mm)  2.45 ± 0.09  2.75 ± 0.02  0.0395 
  S6 max diameter (mm)  2.8 ± 0.09  3.01 ± 0.02  0.0314 
  S6 diameter  2.73 ± 0.04  2.86 ± 0.01  0.0433 
  S6 diameter range (mm)  0.35 ± 0.06  0.26 ± 0.02  0.4078 
  Resorbing prop. of sample  0.43 ± 0.07  0.29 ± 0.03  0.5664 
Prop. females injected  0.24 ± 0.05  0.69 ± 0.05  0.0001 
Prop. injected females that ovulated  0.5 ± 0.14  0.9 ± 0.02  0.0131 
         
Stripped Eggs  Diameter (mm)  2.90 ± 0.04  3.07 ± 0.01  0.0023 
  Proportion coalesced  0.36 ± 0.08  0.45 ± 0.02  0.5384 
  Proportion with cloudy/dirt mark  0.06 ± 0.03  0.13 ± 0.02  0.5898 
  Relative fecundity (eggs/kg)  1308 ± 321  2039 ± 135  0.5236 
         
Water‐hardened eggs (diameter mm)  2.96 ± 0.05  3.21 ± 0.01  0.0063 
         
Fertilisation rate (%)    69.3 ± 9.5  49.1 ± 4.5  0.5516 
Hatch rate (%)    26.1 ± 18.7  8.3 ± 2.5  0.4486 














6731449  Dec 2008  6,470  2.9–3.3  58 
000680ABE0  Nov 2011  600  2.7–3.0  0 





Parameter A  Parameter B  Pearson Correlation coefficients  Regression 
    Correlation  Sign.   
Broodstock 
Condition 




Fish weight (g)  0.38476  <0.0001  2.4785  + 0.000051* fish weight 
(Adj. R2 = 0.1457)                                       Figure 23b 



















Fish age (years)  0.15377  0.0171  1309.088 + 108.7241 fish age 
(Adj. R2 = 0.0195)                                       Figure 23g 










  Prop. Eggs “dirty”  ‐0.28091  0.0016  13.9715 ‐ 36.6069 Prop. Eggs dirty 
(Adj. R2 = 0.0714)                                       Figure 24c 
  Milt volume (mL)  0.21262  0.009  4.0081  + 3.6616 Milt volume 
(Adj. R2 = 0.0388)                                       Figure 24d 


























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































females than males (♀ : ♂  2.5:1) in a population 
of trout cod stocked from hatchery bred fish.  
Sex determination in many fish species can be 
influenced by environmental and genotypic 
factors (Devlin and Nagahama 2002, Penman and 
Piferrer 2008).  Temperature factors seem to be 
the main environmental factor affecting sex in 
fish.  The critical period for temperature to affect 
sex ratios is before and during the onset of the 
histological gonadal sex differentiation in fry or 
eggs (Baroiller and DʹCotta 2001).  Since all 
broodstock used in this study had been 
incubated and reared under hatchery conditions, 
the sex ratio of these fish may have been 
influenced by temperature regimes in the 
hatchery.  Alternatively, survival rates during 
grow‐out may have been different between sexes. 
The occurrence of hermaphrodites in fish is not 
uncommon having been observed in at least 25 
families of fish (Devlin and Nagahama 2002, 
Patzner 2007), as well as Murray cod (Gooley et 
al. 1995).  In the histological examination of 
gonads from 81 fish, Gooley et al. (1995) found 
three fish (2.39–4.02 years of age) that were 
macroscopically classified as female with small 
regions of testicular tissue present in the gonads 
that were dominated by ovarian tissue.   
Various gonadal differentiation types have been 
described for fish, including species that are 
purely female or male (i.e. gonochorists), as well 
as hermaphroditic species that can initially 
mature either as males (protandrous) or females 
(protogynous) (Devlin and Nagahama 2002).   
The two hermaphroditic Murray cod observed in 
the present study are classed as synchronous 
hermaphrodites as they contained functional 
male and female gonadal tissues at the same 
time.  This is an extremely rare occurring in just a 
small percentage (0.36%) of the examined fish.  
The stripped gametes (eggs and sperm) from 
these hermaphrodite fish were mixed but 
spawning did not result in hatched larvae.   
Spawning data matrix analysis 
Preliminary analysis of a data matrix of 1,170 
spawning events identified a number of 
significant correlations between gamete quality 
indices, spawning evaluation parameters, and 
spawning success.   
The increase in broodstock condition with fish 
age may reflect the improved nutrition of 
broodstock that occurred in later years of the 
project (i.e. use of a specifically formulated 
broodstock diet).  
Increasing age and broodstock condition also 
corresponded with an increase in mean oocyte 
diameter (sampled at the time of injection) and 
relative fecundity.  Larger body size often results 
in the production of larger eggs (e.g. DeMartini 
1991).  Egg size is also affected or modulated by 
the nutritional status of the female during 
ovarian recrudescence (Bromage et al. 1990). 
Larger eggs usually have a higher yolk content, 
which may improve larval survival.  This study 
found broodstock diet affected the size of 
stripped eggs but did not affect the size of 
oocytes.  The presence of mature, stage S6, 
oocytes also increased the likelihood of spawning 
in Murray cod following hormone injection. 
Hatch rate was positively correlated with 
fertilisation rate, week of spawning season, and 
volume of milt used to fertilise eggs, and was 
negatively correlated with the proportion of 
stripped eggs that were coalesced and the 
proportion of stripped eggs that had cloudy or 
dirt marks present.  These latter two variables 
appear to be linked to latency period (time 
between injection and spawning) as both 
increased with increasing centigrade degree 
hours (CTH).   
Highly coalesced eggs with a dirty or cloudy 
appearance (Figure 5) may represent 
morphological changes within the egg associated 
with over ripening (Formacion et al. 1993). Over 
ripening  is one of the most common reasons for 
poor egg quality in captive broodstock (Brooks et 
al. 1997).  Rowland (1988) found that the time of 
stripping and fertilising Murray cod eggs 
strongly affected hatchability. Eggs stripped 
within 1 h of ovulation or 4–6 h after ovulation 
had reduced hatch rates.   
In this study however, hatch rate was not 
significantly correlated with latency period or 
CTH.  Never the less the appearance of ovulated 
eggs (i.e. the presence of coalescing of oil 
globules, dirty or cloudiness, degree of 
translucency) may be developed into indicators 
for assessing the optimal time for stripping 
ovulated eggs from Murray cod.  Apart from 
appearance, over‐ripeness may also be assessed 
by measuring ovarian pH (Fauvel et al. 1993, 
Lahnsteiner et al. 2009). 
The volume of milt used to fertilise eggs was 
positively correlated with hatch rate.  This study 
also showed that the volume of milt stripped 
increased with broodstock weight.  A key factor 
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in determining the relevance of milt volume to 
hatch rate is the optimal ratio of eggs to sperm 
required to maximise the fertilisation rate. This 
ratio cannot be determined from milt volume 
alone as sperm density varies considerably with 
milt.   
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Conclusions 
This study described the growth and maturation 
of Murray cod reared in tanks under controlled 
conditions.  It identified: 
• Differences in growth rates between males 
and females 
• A more skewed sex ratio in captive stock 
• The incidence of hermaphrodism.  
A comparison between pond‐matured and tank‐
matured broodstock showed considerable 
differences breeding performance between the 
culture systems. There were considerable 
variations in oocyte and egg characteristics. In 
the days following fertilisation, the percent of 
eggs that remained viable declined at various 
rates. Most of the mortalities occurred in the first 
three days following fertilisation. This period 
may represent a critical stage of embryonic 
development, which affects survival.   
There was a high incidence of sperm with 
hooked flagella, but the cause of this and its 
affect on sperm viability is unknown. Although 
density of Murray cod sperm was measured for 
the first time, further research is now required to 
identify sperm‐to‐egg ratios for maximising the 
fertilisation rate of Murray cod eggs.  Improved 
understanding of sperm motility in the minutes 
following activation, resulted in changes to 
fertilisation methods during spawning of Murray 
cod.  In particular, the time between stripping 
milt and fertilising eggs was reduced to less than 
30 sec.  
Freezing sperm in liquid nitrogen then thawing 
greatly reduced sperm motility, but other 
characteristics, such as velocity, were unaffected.  
Fertilisation trials using thawed sperm resulted 
in hatched larvae, but hatch rates were 
considerably lower than for eggs fertilised with 
fresh sperm. Refinement of sperm 
cryopreservation methods will improve 
management of breeding programs for 
aquaculture, stock enhancement and 
conservation.   
A sperm bank has been established at Snobs 
Creek and samples of sperm from selected 
Murray cod broodstock, Macquarie perch and 
trout cod have been frozen using current 
methods.   
A diet specifically formulated for Murray cod 
broodstock improved the condition of females 
and slightly increased relative fecundity. Diet 
had no effect on fertilisation rates and hatch 
rates.   
Hormone treatment using Ovaplant did not 
improve spawning success in this study.  During 
the project, two female Murray cod ovulated 
without the intervention with hormone 
treatments. These eggs were fertilised and had 
high hatch rates.  
These results suggest that intensively reared 
broodstock have the potential to mature and 
ovulate unassisted.  Continued breeding of 
Murray cod in captivity using domesticated lines 
over multiple generations may see improvements 
in spawning. 
Analysis of information for 1,170 spawning 
events identified a number of significant 
correlations between gamete quality indices, 
spawning evaluation parameters, and measures 
of spawning.  Hatch rate was positively 
correlated with fertilisation rate, week of 
spawning season, and volume of milt used to 
fertilise eggs, and was negatively correlated with 
the proportion of stripped eggs that were 
coalesced and the proportion of stripped eggs 
that had cloudy or dirt marks present. 
Recommendations 
The gamete quality parameters measured during 
the study have revealed a number of factors that 
influence hatch rate in Murray cod.  Other factors 
which influence the quality of gametes have been 
described in other studies (see Brooks et al. 1997, 
Rurangwa et al. 2004, Bobe and Labbé 2009, 
Cabrita et al. 2009, Lahnsteiner et al. 2009, Fauvel 
et al. 2010). The factors that should be 
investigated in future studies, include: 
• Physicochemical parameters of ovarian or 
coelomic fluid   
Low pH values of ovarian fluid have been 
associated with post‐ovulatory ageing and 
reduced egg quality (Bobe and Labbé 2009, 
Fauvel et al. 2010).  High protein levels 
associated with protein leakage from eggs 
and low pH are indicators of over ripening 
(Lahnsteiner et al. 2009, Fauvel et al. 2010) 
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• Weight increase of eggs following 
fertilisation   
Weight increase of eggs during water‐
hardening is due to osmosis of water into the 
perivitelline space from the external 
environment. This was observed in this 
study as water‐hardened eggs were slightly 
larger than ovulated eggs (Figure 14a).  The 
percent of egg weight increase during water‐
hardening provides information on progress 
of the cortical reaction, concentration of 
osmotic active compounds and functionality 
of the chorion (Lahnsteiner et al. 2009) 
• Genetic influences and maternal RNAs on 
oocyte and egg quality (Brooks et al. 1997, 
Bobe and Labbé 2009) 
• Concentrations of metabolites and enzyme 
activity (Lahnsteiner et al. 2009) 
• Hormone concentrations 
Maternal hormones, which have been shown 
to be passed into oocytes, may play a 
regulatory role in larvae for growth, 
development, osmoregulation and other 
physiological functions prior to the 
functional development of their own 
endocrine glands (Lam 1994).  Thyroid 
hormones of maternal origin that are 
deposited in egg yolk may have significant 
affect on embryo development (Lam 1994) 
• Sperm assessment 
Sperm morphology, plasma membrane 
composition and functionality, acrosome 
status, mitochondria status and functionality, 
metabolic status and DNA integrity 
(Rurangwa et al. 2004, Cabrita et al. 2009). 
Poor husbandry can result in poor reproductive 
success of cultured fish, and generally there has 
been little attention paid to the effects of 
husbandry practices on gamete quality.  While 
this study identified a number of practices that 
may improve gamete quality (such as changes to 
methods for fertilising eggs), other factors need 
to be considered.  In captivity, confinement and 
crowding may affect egg quality.  Confinement 
experienced during the final stages of 
reproductive development, and periods of acute 
stress, have been shown to affect endocrinology, 
which underpins growth and development of 
ovaries, leading to reduced quality of gametes 
(Campbell et al. 1994, Brooks et al. 1997, Schreck 
et al. 2001).   
Information presented in this report will assist in 
improving hatchery production not just for 
Murray cod but other Maccullochella spp. (trout 
cod, eastern freshwater cod and Mary River cod) 
that are produced for stocking purposes. 
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Appendix 1 ‐ Gamete developmental 
stages of Murray cod 
FEMALES   
IMMATURE   
(A) Ovaries small, thin, partly translucent or 
pale pink.  Oocytes invisible to the naked 
eye. (1–2 years old) 
(B) Ovaries rounded, cylindrical, pale pink, 
translucent, up to 80 mm long, 10 mm 
wide; sometimes white oocytes (to 1 mm) 
visible in clear fluid (2 & some 4 year 
old).  
(Photo by Dane Newman) 
MATURING   
Ovaries much larger, occupying a significant 
part of the abdominal cavity.  Filled with 
white or yellowish oocytes of different sizes. 
 
Oogonia (Oo) 
Cytoplasm scarce and transparent.  Nucleus 
occupies majority of cell volume. 
Diameter:  5–9 (7) μm 
 
 
 
(Photo source:  Newman et al. 2007) 
Chromatin nucleolar (S1) 
Narrow ring of moderately basophilic cytoplasm and a nucleus containing a single, large 
nucleolus. 
Diameter:  10–23 (20) μm 
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Early perinucleus (S2) 
Highly basophilic cytoplasm with occasional 
concentrated areas of differentially‐staining 
Balbiani bodies.  Several prominent nucleoli 
surround the inner‐nucleus periphery. 
Diameter:  18–111 (68) μm 
Late perinucleus (S3) 
Cytoplasm becomes progressively 
homogenous and less basophilic. Nucleoli 
extend further towards the periphery of the 
nucleus. 
Diameter:  94–254 (151) μm 
 
 
(Photo source:  Newman et al. 2007) 
Early cortical alveoli (S4a) 
Developing cortical alveoli appear 
throughout the cytoplasm and begin to 
accumulate towards the outer‐perimeter of 
the nucleus. 
Diameter:  234–367 (297) μm 
Mid‐late cortical alveoli (S4b) 
Cytoplasm becomes acidophilic. Cortical 
alveoli increase in number and size and form 
a large circum‐nuclear aggregation which 
progressively extends towards the oocyte 
periphery. A separate band of alveoli occupy 
the cytoplasm between the main aggregation 
and the cell membrane. Developing follicular 
layer becomes visible during this 
development stage. 
Diameter:  304–869 (557) μm 
 
 
(Photo source:  Newman et al. 2007) 
Lipid droplet (S4c) 
Aggregation of cortical alveoli occupies 
virtually the entire area between the nucleus 
and cell membrane. Non‐staining lipid 
droplets appear between alveoli and form a 
separate aggregation around the external 
periphery of the nucleus. Follicular envelope 
becomes increasingly prominent with zona 
radiata and granulosa cell layers clearly 
discernable. 
Diameter:  737–1,020 (868) μm 
 
(Photo source:  Newman et al. 2007) 
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Early vitellogenic (S5) 
Highly acidophilic yolk granules appear 
between the cortical alveoli and gradually 
coalesce to form yolk globules. Yolk globules 
initially form in close proximity to the lipid 
droplets but become increasingly prolific and 
progressively occupy the outer cytoplasm. 
Lipid droplets are eventually distributed 
throughout the oocyte and cortical alveoli are 
displaced towards the oocyte periphery. 
Diameter:  798–2,051 (1,201) μm 
 
 
(Photo source:  Newman et al. 2007) 
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Late vitellogenic (S6) 
Oocytes opaque/frosty to translucent.  Yolk 
globules are distributed throughout most of 
the oocyte and cortical alveoli occupy a 
narrow band between the yolk and follicle 
membrane. Zona radiata is highly prominent. 
Diameter:  1,522–3,084 (2,415) μm  
 
 
(Photo source:  Newman et al. 2007) 
 
 
 
 
(V1) Partially ovulated 
Oocytes partially ovulated, not free in the 
ovarian cavity.  Oocytes translucent 
(becoming clear), oil globules visible and 
showing signs of coalescing.  Abdomen 
distended, vent swollen, red/purple. 
(Snobs Ck Stage 2) 
 
 
 
S6 S6 
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(V2) Running Ripe 
Oocytes fully ovulated, (free in the ovarian 
cavity) and can be expelled with gentle 
pressure of the fish flanks.  Oocytes 
translucent to clear, oil globules coalesced 
(fully polarised).  Ovaries pinkish/pales red, 
occupy >1/2 body cavity.   
Abdomen very distended, vent swollen, 
red/purple. 
(Snobs Ck Stage 3) 
 
 
 
 
 
(VI) Spent 
Ovaries still very large but almost empty, flaccid, often red/dark pink. Some parts of ovaries 
clear, some small (1mm) white oocytes visible Some remaining ripe oocytes may still be present 
along with atretic follicles.  Abdomen not distended, flabby.  
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(Res) Artesia/Resorbed 
Oocytes clear, flaccid, ovarian fluid may be in 
higher volume, often bloody with oil globules 
present as a result of liquefaction of yolk 
globules followed by progressive 
fragmentation and degeneration of follicular 
layer and oocyte structure. 
(Snobs Ck Stage 4) 
 
 
 
 
 
Resting 
Oocytes similar to immature ovaries (see above), but are usually larger, wider and pink to dark 
red in colour. The ovarian wall is also thicker. It distinguishes between a mature and resting 
female and an immature fish. 
(modified from Snobs Creek Notes, Rowland 1998b, Newman et al. 2007 and Núñez and Duponchelle 2008) 
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MALES   
IMMATURE 
(A)  Testes thin strap‐like, pale, translucent 
threads.  
(B) In later stage, thickening, opaque. 
 
MATURING 
Testes are longer, wider, often of triangular 
or circular section and whitish to pinkish 
colour.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Photo by Dane Newman) 
 
 
(V) Running Ripe 
Testes full, rounded, completely white.  Milt emitted with pressure on the abdomen. Abdomen 
not distended, vent pale/pinkish and slightly swollen. 
Subjective Assessment of expressed milt 
Milt Volume  
0 = Nil 
1 = Small amount (drops) 
2 = "Good" (up to 1 mL) 
3 = “Lots” (>1 mL) 
 
Sperm Consistency 
1 = Very watery 
2 = Watery/milky 
3 = Milky 
4 = Thick creamy‐white 
 
Sperm Activity 
0 = Nil activity 
1 = Poor ('jiggly". <10% motile) 
2 = Fair(10‐50% motile) 
3 = Good (>50% motile) 
4 = Excellent (100% motile in swirling masses) 
 
 
(VI) Spent 
Testes still large as a running ripe stage, but flaccid, empty‐like.  Small amount or no milt on 
pressure. 
Resting  
Similar to maturing stage 
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Appendix 2 ‐ Formulation of an 
experimental Murray cod broodstock diet
Raw materials  g/kg 
Fish meal  572 
Wheat Gluten  95 
Wheat Flour  165 
Fish Oil  118 
vit+min+others *  50 
   
Expected composition& 
PG %  50 
LG %  17 
Ash %  5 
NFE %  22 
GE (Mj/kg)  23 
   
* Vit+Min+others   g/kg  
Ridely vit+min$  5 
Choline  5 
Ethoxyquin  0.2 
Vit C  10 
Astaxanthin  1 
Lecithin  10 
Vit E  0.3 
beta‐glucan  1 
selenomethionine#   0.3 
filler (whatever)  17.2 
#(from Seyeast, Selplex, Alltech, Stamford, Lincolnshire, UK)   
&Expected composition computed on the following assumptions: Fish Meal: PG 70%, LG 8.5%, Ash 8%; Wheat Flour: PG 12%, LG 
1.4%, Ash 3%; Wheat Gluten: PG 83%, LG 4.5%, Ash 2% (raw materials composition can vary from batch to batch) 
$ Ridely “Standard” Min & Vit mix to be included at 3kg/t 
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